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論 文 内 容 要 旨
胆汁酸は胆 汁の主要構成 成分 と して肝 においてコ レス テロール よ り生合成 され る。肝臓 において一次胆
汁酸が生成 された後,大 部分が側鎖24位 の カルボキ シル基 を介す るグリシ ン抱合,あ るいは タウ リン抱
合 を受け,胆 管 を経 て十二指腸へ と分泌 される。 これ らは,複 合 ミセルの主要構成成分 と して脂 質の吸収
に重要な役割 を果 し,回 腸末端 に至 るまでにそのほ とん どが再吸収 され,門 脈 を経 由 して再び肝へ と戻 る。
この過程 で胆汁酸 は,腸 内細菌 によ り二次胆汁酸 に変換 され る。胆 汁酸 はこのような腸 と肝 を循環 してい
るため通常 は血 中お よび尿 中ではほ とん ど検 出され ない。 しか しなが ら各種肝胆道疾患 時 には,尿 中にサ
ルフェー ト,グ ルクロニ ドなどの抱 合体 が出現 し,そ の組成や,抱 合形成 な どが,質 的 ・量的 にも大 き く
変化する ことが知 られ ている。なかで も硫酸抱合型胆汁酸は尿 中抱合型胆汁酸の中で も最大の比率 を占め,
全体 の40%以 上 に も達す る。硫酸 抱合型胆汁酸 は,非 抱 合型胆 汁酸 に比べ極性が高 く,腎 ク リアラ ンス
が著 しく大 きいこ とも明 らか にされている。さ らに硫酸抱合型胆汁酸 は肝胆道系疾患時 に著 し く上昇 する
ことか らこれ ら疾患 との関連性 も指摘 されてお り,本 抱合反応が体 内胆汁酸濃度 の上昇時 に,胆 汁酸 を体
外 へ効率 よ く排泄す るため に重 要な役割 を担 っている と考 え られ る。
硫酸抱合 は細胞の可溶性 画分 に存在す る硫酸抱合酸素(sulfotfansferase:ST)に よって触媒 され る。 これ
までの研 究 によ り本酵素が薬物や癌原物 質な どの外来性異物の解毒,排 泄 あるいは代謝的活性 化 に重要 な
役割 を果た しているこ とが明 らか になっている。 また, .胆汁酸 をは じめ,ホ ルモ ン,神 経伝 達物質 など内
因性物質に対 して も硫酸抱合 はそれ らの不活化お よび生体内含量の調節 な どに も関与す ると考 えられて き
た。
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,LCAは,腸 内細菌 の作 用 によ り一次胆 汁酸のCDCAか ら生成 される二次胆 汁酸で あ り,胆 汁 う
っ滞誘発作用 と強力 な細胞毒性 を持 つ ことが知 られている。 これ までその発生 メカニズムの解明 を目的 と
した研究 が行 われて来 たが,一 方 で防御機構 は未だ不 明な点が多 く残 っている。
そ こで,胆 汁酸 を主 な リガ ン ドとし,bilesaltexportpump(Bsep)やCYP7aな どを転写調節す る核 内受
容体famesoidXreceptor(FXR)を 欠損す るマ ウス をモデル として用い,lithocholicacid(LCA)に よ り誘
発 され る肝障害 の防御 にお ける硫酸抱合酵 素の役割 を検討 した。 この欠損 型マ ウスは野生型 に比べ,血 中
お よび肝臓 中の総胆汁酸,コ レステロールの濃度 が有意 に高 く,CAを1%の 割合 で混 入 した餌 を投 与す
るこ とによ り血1中お よび肝臓 中総胆汁酸濃度の顕 著な上昇,体 重 の減少,肝 細胞 の空胞化 お よび懐死 の起
きる ことが報 告 され ている。 こう した一連の研究 か らFXRは,肝 内あるいは生体内胆汁酸量 の調節 に関
与 し,胆 汁酸 の恒常性維持 に不可欠な調節 因子 とされている。
まず,欠 損 型お よびその野性 型雌マ ウス にLCA1%の 割合 で9日 間混餌投与 した後,肝 臓 及 び胆汁 を
採取 した。肝 中,血 清 中における胆汁酸量お よび血清 中aspartateaminotransferase(AST)お よびalkaline
phosphatase(ALP)活 性 を測定 した ところ,LCA処 理 によ り野性型,欠 損型 いずれ において もコン トロー
ル群 と比較 し活性の増 加が認 め られた。 しか しなが ら予想 に反 していずれのパ ラメー ター も欠損型 と比べ
野性 型 で有 意 に高 い値 が得 られ た。 さ らに肝 内のLCAお よびその代 謝物 であ る タウ リン抱 合型LCA
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(TLCA)濃 度 を測定 したところ,肝 内LCA濃 度 に有意 な差 は認 め られ ないものの,肝 内TLCA濃 度 は野
性型で有意 に高かった。 さらに肝内TLCA濃 度 と血清 中ALP活 性の 間には正相 関が認 め られ,野1生 型で
は肝内へ のTLCAの 蓄積 によ り肝障害 が発現 し,一 方,欠 損 型では蓄積軽減の メカニズムが存在す ると考
えられた。そ こで欠損型 におけ る蓄積軽 減メカニズムの解明が毒 性軽減,す なわち解毒機構の解明 につ な
が ると考 え検討 した。TLCAの 肝 内蓄積軽 減のメカニズム として トランスポー ターに よる輸送系 と代 謝酵
素 による代 謝系 の2つ の系 に分類 される。 まず トランスポーターのmRNAの 発現 レベルの検討 を行 った。
しか しなが ら欠損型で認め られた蓄積軽 減を説明 しうる変化 は認め られず,輸 送系 の防御への寄与 は低い
もの と考 え られた。そ こで次 に代謝系 に着 目 し,LCAの6位 水酸化活性,並 びに抱合反応の 中で も硫 酸抱
合活性 の検 討 を試み た。 しか しなが らLCAの6位 水 酸化 活性 はむ しろ野性型で高 く,本 活性 の肝障 害 に
対す る防御へ の関与 は低い と考えた。一方,硫 酸抱合活性は欠損型 において有意 に高い値が得 られた。 ま
た肝 内および胆汁 中の遊離型胆 汁酸濃度お よび3位 硫酸 抱合型胆 汁酸濃度 を測定 した ところ,肝 内遊 離型
胆汁酸濃度が欠損型 に比べ野性型 で有意 に高い ことが明 らか とな り,一 方,肝 中3位 硫 酸抱 合型胆 汁酸 は
両群 ともに認 め られ なか った。 しか しなが ら胆汁 中3位 硫酸抱合型胆汁酸 は欠損型で有意 に高い濃度 が認
め られた。 この こ とか ら硫酸抱合 された胆汁酸 は速やか に肝 より排 出 され,欠 損型では高い硫酸抱合活性
に よ り排 出が促 進 された と示 唆 され た。そ こで これ ら胆 汁酸 の硫 酸抱合 を担 う分子 種 の同定 を試 み た。
STは これ までの研究 によ り様 々なサ ブ ファミリーに分類 されてお り胆 汁酸 などの ヒ ドロキ システロイ ド
はST2Aサ ブ ファ ミリーに よ り硫酸抱 合 され ることが明 らか にされている。 そこで抗 ラッ トST2Al抗 血
清 を用 いて ウエス タンブロ ッ ト解析 を行 い,LCAの 硫酸 抱合活性 との相 関 を調べ た。 ウエス タ ンブロ ッ
ト解析 にて2種 類(移 動度;31kDa,33kDa)の バ ン ドが確認 され,31kDaに 認め られた タンパ ク発現量 と
活性値 の 問に正 相関 が得 られた。次 いで欠損型 の肝可溶性 画分 を用い た酵 素学 的速度論解析 を行 った。
LCAあ るいはTLCAに 対す る親和性 の指標 となるみかけのKm値 は低 い値が得 られ,み かけのVmax値
も高値が得 られ た。一方 ジ ヒ ドロキシ胆汁酸であ るCDCAあ るいはTCDCAに 対す る同様 の検討 を行 っ
たところ低い親和性 と代 謝速度 しか得 られなかった。 この ことか らlLCAあ るいはTLCAは 本酵素の特異
的基 質であ り,効 率 よ く代 謝 され る ことが明 らか となった。 また肝可 溶性画分 中の本 酵素含量 と血清 中
ALP活 性の間には逆相関が認め られ,本 酵素 によるLCAあ るいはTLCAの 代謝が肝 内胆 汁酸量 の蓄積 を
軽減 させ,胆 道系疾患 な どの肝 障害 の防御機構 と して機能す るこ とが示唆 された。
次 に ヒ トにお けるLCAの 代謝 に も検討 を加 える こ とと した。 まず ヒ ト肝可 溶性 画分 を用 いて ヒ ト
ST2A3を ウエス タンブロッ ト解析 にて定 量 し,LCA活 性 との相 関 を調べ た。両 者の間 には正相関が得 ら
れLCAの 硫酸抱合 をST2A3が 担 っている と示唆 された。近年遺伝子工学の技術 向上 に よ り酵素 を異種細
胞 に発 現 させ精製 した リコ ンビナ ン ト酵素 と して得 られ る ように なって きた。 そ こで リコ ンビナ ン ト
ST2A3を 酵素源 として用 い各種胆汁酸に対 する酵素活性 を比較 した。すで に当研 究室では本酵素 の基質特
異性 に検 討 を加 えDHEAに 対す る高い活性 を持 つこ とを明 らか に している。 そこで本実験 ではDHEAと
の比較 と して評価 した。その結果,DHEAに 対 する活性値 には劣 る もののLCA,TLCAあ るいはGLCA
に対 して も約50%の 活性 を示す ことが明 らか となった。 しか しなが ら他 の胆 汁酸 につい ては極 めて低 い
一32一
活性 あるいは全 く活性 を示 さなかった。そ こで次 に,DHEAとLCAに つ いて酵素学的速度論解析 を行 っ
た ところ,み か けのKm値 はむ しろLCAの 方が低 く高 い親和性 を示 す こ とが明 らか とな った。一 方
Vmax値 はDHEAの 方が高 く,Vmax/Kmは ほ とん ど変 わ らなか った。以上 のことか らLCAは これ まで特
異的基質 とされて きたDHEA同 様 にST2A3の 特異的基質 とな り得 る ことが明 らか となった。
また本研 究では薬物性肝障害の発生機序 につ いて も基礎 的検討 を加 えた。臨床 の場で用い られている薬
物 の 中か ら重篤 な肝 障害 を副作 用 と して発 生 させ る ものが見 つ かって いる。 そ こで この ような薬 物 の
LCA硫 酸抱合活性へ の影響 に検 討 を加 えた。その結果,尿 酸排泄薬 であるベ ンズブ ロマ ロンや イ ンス リ
ン抵抗性改善薬であ る トログリタゾ ンを併用 した ときにLCA硫 酸抱合 活性 が阻害 される ことが明 らか と
なった。 このこ とはLCAの 代謝阻害 によ り肝 内LCAの 蓄積 が起 こる機序 が胆道系疾患の原因の一つ とし
て考慮 で きる と思 われ た。
以上 の結果か ら,ST2Aサ ブファミリーに属す る硫酸抱合酵素 はLCAの 代謝 に重要 な役割 を果たす こと
が明 らか となった。本酵素 に よ り代謝 され たLCAは その高い水溶性 のため効率 よく肝 より排 出されるこ
とか ら,LCAの 肝内蓄積 を軽減す る重 要な因子 と して機能 しているこ とが示 された。本酵 素の機能欠如
あるいは機 能阻害 に よってLCAの 肝 内蓄積 が起 こり,胆 汁 うっ滞性 の肝障害 な どが引 き起 こされ る可能
性 も示唆 され,今 後 さらなる研究 によ り肝障害 に対す る治療法 として突破 口になることが期待 される。
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審 査 結 果 の 要 旨
硫酸抱合型胆汁酸は極性 が高 く,腎 ク リアランスが大 きいこ と,さ らに硫酸抱 合型胆 汁酸 の血 中 レベル
が肝胆道系疾患時 に著 しく上昇す る ことが知 られている。硫酸抱合 は細胞の可溶性 画分 に存在す る硫酸抱
合酵素(sulfotransferase:ST)に よって触媒 される。 リ トコール酸(LCA)は,腸 内細菌 の作用 に より一次
胆 汁酸 のCDCAか ら生成 される二次胆汁酸 であ り,胆 汁 うっ滞誘発作用 と強力 な細胞毒性 を持 ってい る。
しか し防御 の機i構iは未 だ不明である。そ こで,胆 汁酸 を主 なリガン ドとし,bilesaltexportpump(Bsep)や
CYP7aな どを転写調節 す る核内受容体farnesoidXreceptor(FX恥 を欠損す るマ ウスをモデル と して用い,
LCAに より誘発 され る肝 障害 の防御 にお ける硫酸抱合酵素の役割 を検討 した。欠損型お よびその野性型雌
マウスにLCAを!%の 割合で9日 間混餌投与 した後,肝 臓及 び血清 を採取 した。肝 中,血 清 中にお ける胆
汁酸量お よび血清 中aspartateaminotransferase(AST)お よびalkalinephosphatase(ALp)活 性 を測定 したと
ころ,予 想 に反 していずれのパラメーター も欠損型 と比べ野i生型で有意 に高い値 が得 られた。 そこで欠損
型 における蓄積軽減 メカニズム を調べ た ところ,硫 酸抱合活性が欠損型 において有意 に高 いこ とが明 らか
となった。 しか も胆汁 中3位 硫酸抱合型胆汁酸 は欠損型で有意 に高 かった。そ こで抗 ラ ッ トST2A1抗 血清
を用 いてウエ スタ ンブロ ッ ト解析 を行い,31kDaに 認め られた タンパ ク発現量 と活性値 の間に正相関が得
られた。 さらに ヒ トST2A3も 同様 特性 を持つ ことが明 らか となった。以上の結 果か ら,ST2Aサ ブフ ァミ
リーに属す る硫 酸抱合酵素 はLCAの 代謝 に重要な役割 を果 たす ことが明 らか となった。
この研 究 は胆汁酸 に よる肝毒性機序の解 明に有益であ り,博 士論文 に十分値 する と判断 され る。
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